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O objetivo desta pesquisa foi caracterizar a microbiota lática de leite de búfalas e avaliar o seu 
potencial tecnológico, antagonista e probiótico. A contagem  média de bactérias ácido láticas 
(BALs) das amostras de leite cru foi 4,67 x 10
6
 UFC/mL e 154 isolados foram caracterizados 
morfologicamente sendo que, 102 (66,2%) foram identificados como cocos, 49 (31,8%) como 
cocobacilos e três (1,9%) como bacilos. Os isolados foram avaliados quanto ao potencial 
antagonista frente Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella enteritidis. 
Dos 154 isolados, 148 (96,1%) apresentaram atividade antagonista frente a pelo menos um 
dos microrganismos alvos testados, com destaque para 58 (37%) isolados que desenvolveram 
antagonismo a todos os patógenos testados. Esses isolados foram submetidos a Rep-PCR 
fingerprint e agrupados por similaridade. A partir do resultado obtido com base na região 
conservada do gene 16S rRNA, 28 isolados foram encaminhados para o sequenciamento 
genético e o resultado demonstrou que, 57,1% eram do grupo enterococos (E. dispar, E. 
durans e E. faecalis); 14,2% Lactobacillus rhamnosus; 10,7% Lactococcus lactis; 7,1% 
Pediococcus acidilactici e 10,7% do gênero Weissella (W. paramesenteroides e 
W.thailandensis). Esses mesmos isolados (n=28) foram submetidos às análises para avaliação 
do potencial tecnológico (capacidade de acidificação, produção de exopolissacarídeos (EPS) e 
diacetil, atividade proteolítica extracelular, autólise e desenvolvimento em diferentes 
concentrações de NaCl) e aos testes de desenvolvimento em diferentes pH e concentrações  de 
bile para avaliar o potencial probiótico. Apenas sete (25%) isolados apresentaram capacidade 
de acidificação que resultasse em redução do pH, para menor ou igual a 4,6 e no tempo de 24 
horas; nenhum isolado apresentou capacidade de produção de EPS; nove (32,1%) isolados 
apresentaram a capacidade em produzir diacetil e, também nove (32,1%) isolados 
apresentaram atividade proteolítica. O percentual da capacidade de realizar autólise dos 
isolados de BALs em 24h variou 0 a 100%, sendo que quatro isolados (14,2%.) apresentaram 
capacidade acima de 80%. Observou-se que 17 (60,7%) dos isolados se desenvolveram em 
todas as concentrações cloreto de sódio testadas (4%, 6% e 10%). Na avaliação de capacidade 
de desenvolvimento em diferentes valores de pH observou-se que 14 (50%) isolados apresentaram 




durante todo o período de avaliação que foi de uma a 13 horas apresentaram resistência e 
desenvolvimento em todos os valores de pH testados. Todos os isolados de BALs 
demonstraram desenvolvimento na presença de bile, em pelo menos duas concentrações 
testadas; na concentração de 0,2% todos os isolados se desenvolveram, mas não em todos os 
períodos avaliados; 17 (60,71%) isolados BALs na concentração de 0,3% de bile; 14 (50%) 
na concentração de 0,5%; 16 (57,14%) em bile a 1,0%; 20 (71,42%) na concentração de 
1,5%; e 17 (60,71%) em concentração de 2,0% em todos os tempos avaliados. Os resultados 
obtidos nesta pesquisa demonstraram que a microbiota lática presente no leite de búfalas da 
região apresenta importante diversidade e potencial tecnológico, que podem contribuir para o 
desenvolvimento de produtos que agreguem mais valor a esse leite e à produção de derivados. 
Palavras chave: bactérias ácido láticas, Enterococcus spp, potencial antimicrobiano, 








The aim of this study was to define the lactic microbiota of buffalo milk and evaluate its 
technological, antagonist and probiotic potential. The average count of lactic acid bacteria 
(LABs) of the raw milk samples was 4,67x10
6
 CFU/ml, and 154 isolates were defined 
morphologically, where 102 (66,2%) were identified as coccus, 49 (31,8%) as cocobacillus 
and three (1,9%) as bacillus. The isolates were classified regarding the antagonist potential 
against Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and Salmonella enteritidis. From 
the 154 isolates, 148 (96,1%) showed antagonistic activity against at least one of the target 
microorganisms tested, with emphasis on 58 (37%) isolates that developed antagonism to 
all tested pathogens. Those isolates were submitted to Rep-PCR fingerprint and were 
grouped according to similarity. From the obtained results based on the conserved region of 
the 16S rRNA gene, 28 isolates were sent to the genetic sequencing and the result 
demonstrated that 57,1% were from the enterococci group (E. dispar, E. durans e E. 
faecalis); 14,2% Lactobacillus rhamnosus; 10,7% Lactococcus lactis; 7,1% Pediococcus 
acidilactici and 10,7% of the Weissella genre (W. paramesenteroides and W.thailandensis). 
Those same isolates (n=28) were submitted to the analysis regarding technological potential 
evaluation (acidification capacity, exopolysaccharides (EPS) and diacetyl production, 
extracellular proteolytic activity, autolysis and development in different concentrations of 
NaCl) and development tests in different concentrations of pH and bile to evaluate their 
probiotic potential. Only seven (25%) isolates showed acidification capacity that resulted in 
pH reduction to  4,6 or less in the time period of 24 hours; none of the isolates showed EPS 
production capacity; nine (32,1%) isolates showed diacetyl production capacity, and also 
nine (32,1%) isolates showed proteolytic activity. The percentual of autolytic capacity of 
the LABs isolates in 24h varied from 0 to 100%, wherein four isolates (14,2%) presented 
autolytic capacity greater than 80%. It was observed that 17 (60,7%) of the isolates have 
developed in every concentration of  NaCI (4%, 6% and 10%). In the development capacity 
analysis in different pH values, it was observed that 14 (50%) isolates showed viability in 
acid pH (from 1 to 3) and 12 (42,85%) in alkaline pH values (7, 8 and 12) during the whole 
period of evaluation that was from 1 to 13 hours showed resistance and development in 




least two tested concentrations; in the 0,2% concentration, every isolate have developed, 
but not in every evaluated period; 17 (60,71%) LABs isolates in the 0,3% bile 
concentration; 14 (50%) in the 0,5% concentration; 16 (57,14%) in bile at 1,0%; 20 
(71,42%) in the 1,5% concentration; and 17 (60,71%) in the 2,0% concentration in every 
period of time evaluated. The results obtained in this research have shown that the lactic 
microbiota in the regionally produced buffalo milk represents an important diversity and 
technological potential that can contribute to the development of products that add more 
value to this kind of milk and to the making of milk products. 






O búfalo é um animal da classe Mammalia, ordem dos Artiodactyla, família 
Bovidae e sub-família Bovinae que corresponde a seis gêneros: Bos, Bison, Bibos, 
Syncerus, Angra e Bubalus. O gênero Bubalus deu origem à espécie Bubalus bubalis 
com três subespécies: bubalis, fulvus e kerebau (SIMPSON, 1945). Dentre os bubalinos 
introduzidos no Brasil, quatro raças são reconhecidas oficialmente pela Associação 
Brasileira de Criadores de Búfalos - ABCB: Carabao ou Rosilho da subespécie kerebau; 
Jafarabadi, Mediterrânea e Murrah da subespécie bubalis (ABCB, 2011). 
A bubalinocultura tornou-se uma alternativa para a atividade pecuária em diversas 
regiões do Brasil, devido à rusticidade do rebanho, fertilidade, adaptação favorável e 
longevidade produtiva (VIEIRA, et. al. 2011, SANTOS, et. al. 2016). No Brasil, o 
efetivo de bubalinos é de cerca de 1,4 milhão de cabeças (IBGE, 2017a), o que 
representa um aumento com relação aos anos anteriores que foi 1.370,941 em 2016 e de 
1.370,488 em 2015 (IBGE, 2017b). A Secretaria da Agricultura, Abastecimento e 
Desenvolvimento Rural, cadastrou, em 2016, dezenove propriedades de 
bubalinocultura, totalizando 802 animais na região do Distrito Federal e uma indústria 
de beneficiamento para leite de búfalas (BRASÍLIA, 2016). 
O leite de búfalas apresenta características relevantes de interesse industrial, como 
composição físico-química com teores mais elevados de gordura, proteína, lactose, 
sólidos totais e extrato seco desengordurado, quando comparados com o leite de vaca 
(PIGNATA, et al 2014). Por esse motivo, derivados produzidos com leite bubalino 
possuem maior rendimento industrial (HÜHN, et. al. 1991, SUMIT & YOGESH, 2017). 
Além disso, com relação à microbiota presente no leite de búfalas, diversos autores 
observaram predominância de bactérias ácido láticas (BALs) (BEI-ZHONG HAN, et. 
al.,2007; PIMENTEL, 2016; TSAKALIDOU & PAPADIMITRIOU, 2016). 
O grupo de BALs é constituído por microrganismos em morfologia de cocos, 
coco-bacilos e bacilos que podem estar dispostos em cadeias ou individualmente; são 
tolerantes a ácidos, Gram positivos, catalase negativa, não esporulados, microaerófilos 
ou estritamente anaeróbios ( INÊS et. al., 2008). Atualmente, o grupo pertence ao Reino 




sendo as principais famílias descritas a seguir acompanhadas pelos seus principais 
gêneros: Aerococcaceae (Abiotrophia), Carnobacteriaceae (Carnobacterium), 
Enterococcaceae (Enterococcus; Tetragenococcus e Vagococcus), Lactobacillaceae 
(Lactobacillus e Pediococcus), Leuconostocaceae (Leuconostoc; Oenococcus e 
Weissella) e Streptococcaceae (Lactococcus e Streptococcus). 
(http://www.uniprot.org/taxonomy/186826).   
Determinadas linhagens de BALs são capazes de sintetizar compostos 
antimicrobianos, como ácidos orgânicos, peróxido de hidrogênio, diacetil, dióxido de 
carbono e bacteriocinas (DEEGAN et. al., 2006; OGAKI et. al., 2015). As bacteriocinas 
são responsáveis por promoverem a segurança microbiológica e o aumento do tempo de 
prateleira de diversos produtos, em especial de alimentos de origem animal, reduzindo o 
uso de aditivos químicos, e com a vantagem adicional de não causarem riscos à saúde 
ou ao meio ambiente. Diversos estudos têm demonstrado que BALs exercem atividade 
antagonista contra várias bactérias patogênicas contaminantes de alimentos, como por 
exemplo, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella enteritidis 
(ORTOLANI et. al., 2010; DAL BELLO et. al., 2012; KOCH, 2014; DE LIMA, 2016). 
BALs apresentam metabolismo homofermentativo onde o ácido lático é o único 
produto formado e heterofermentativo em que se produzem metabólitos como ácido 
acético, etanol, CO2, entre outros, além do ácido láctico. São essencialmente mesófilos, 
alguns microrganismos deste grupo podem produzir enzimas glicolíticas, lipolíticas e 
proteolíticas que podem transformar os nutrientes fundamentais de diversos produtos, 
como o leite e o queijo, em compostos com propriedades sensoriais desejáveis 
conferindo-lhes sabores, odores e texturas específicas (DE MARTINIS et. al., 2003; 
TULINI et. al., 2016). Além disso, alguns destes microrganismos são capazes de 
conferir benefícios à saúde do hospedeiro quando administrados em quantidades 
adequadas, pois diversas BALs são reconhecidas como probióticos (FAO/WHO, 2002). 
Porém, para terem potencial probiótico necessitam resistir às condições adversas do 
trato gastrointestinal do hospedeiro e ainda demonstrar habilidade antagonista contra 
patógenos (ALVIM, 2011; FERNANDES, et. al. 2018). 
Pesquisas com BALs têm despertado o interesse de pesquisadores do mundo todo 




diferentes espécies de animais de produção representa importante papel na busca de 
novos produtos que possam contribuir para a tecnologia de alimentos. O objetivo desta 
pesquisa foi identificar a microbiota lática de leite de búfalas e avaliar o seu potencial 
tecnológico, antagonista e probiótico.  
2. MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1. Origem e coleta das amostras de leite 
Foram coletadas 24 amostras de leite de búfalas, no período de setembro de 2017 
à fevereiro de 2018, provenientes de uma propriedade/laticínio localizada na Região 
Administrativa IV, Brazlândia, Distrito Federal (n=12) e de um fornecedor de leite cru 
cuja propriedade está localizada em Monte Alto, Padre Bernardo, no estado de Goiás 
(n=12). A propriedade do laticínio produz cerca de 80 Litros de leite/dia e possui 
aproximadamente 300 animais das raças Jafarabadi, Mediterrânea, Murrah e mestiços. 
Já a propriedade do fornecedor, produz cerca de 20 Litros de leite/dia e possui cerca de 
100 animais de raças Murrah e mestiços. As amostras de leite foram coletadas 
diretamente dos latões e/ou de tanques de refrigeração, em frascos de vidro previamente 
esterilizados e, transportadas refrigeradas para o Laboratório de Análises de Leite e 
Derivados, da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária, da Universidade de 
Brasília (LABLEITE/FAV/UnB) para a realização das análises. 
2.2. Enumeração, isolamento, caracterização e estocagem de bactérias ácido 
láticas 
As amostras foram submetidas a diluições decimais seriadas (1:10; 1:100; 1:1000) 
em solução salina (NaCl) 0,85%. As diluições selecionadas foram semeadas, por 
profundidade, em ágar Man, Rogosa & Sharpe (MRS) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. 
Vandhani Ind. LBS Marg, Mumbai, India) e incubadas a 35°C por 72 horas, em jarra de 
anaerobiose (GasPak™ EZ CO2 Container System, Becton Dickinson & CO, Sparks, 
MD, EUA) (WEHR & FRANK, 2004; MORAES et. al., 2010; CAVICCHIOLI et. al., 
2017). Após esse período as colônias formadas foram enumeradas e os resultados 
expressos em Unidades Formadoras de Colônias (UFC/mL).  




caracterização morfológica de BALs a partir do teste de produção de catalase e da 
coloração de Gram. Após a confirmação as colônias foram purificadas por esgotamento 
em placas contendo ágar MRS, com incubação a 35°C por 48 horas, resultando em 154 
isolados que foram transferidos para “eppendorfs” contendo caldo MRS e Glicerol 
(Glicerina bi destilada, CEATOX, São Paulo, Brasil) a 30%, e armazenados a 
ultrafreezer  -80°C (MORAES et. al., 2010 ). 
2.3.  Avaliação do potencial antagonista dos isolados 
Os testes de antagonismos foram realizados com os 154 isolados de BALs, 
conforme metodologia preconizada por Ortolani (2010) e Moraes et. al. (2010), sendo 
utilizado como indicadores nos testes cepas patogênicas de referência, conforme Quadro 
1. em todas as placas, uma alíquota de 20 μL da cultura de Lactobacillus sakei 2a foi 
semeada como controle positivo de BALs bacteriocinogênica (DE MARTINIS & 
FRANCO, 1998).  
Quadro 1. Microrganismos indicadores utilizados na avaliação do potencial antagonista 
de bactérias ácido láticas isoladas de leite de búfalas. 
Microrganismos indicadores Procedência 
Listeria monocytogenes ATCC 7644 
Listeria monocytogenes “Scott A” ATCC 49594 
Staphylococcus aureus ATCC 25293 
Salmonella enteretidis ATCC 13076 
Lactobacillus sakei* ATCC 15521 
          * BAL conhecida como cepa sensível a substâncias antagonistas. 
As culturas de BALs foram  recuperadas em caldo MRS; as cepas de L. 
monocytogenes em caldo Tripticase de soja (TSB- HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., 
Mumbai, Índia); a cepa de S. enteretidis em água de peptona (Merck KGaA, Germany, 
USA) e as de S. aureus em caldo Infusão de Cérebro e Coração (BHI- Becton, 
Dickinson and Company Sparks, USA)  a 35ºC por 24 horas. Os inóculos de 3x10
5
 
UFC/mL determinados através da escala de Mc Farland (Probac) das culturas de BALs 




partir da inoculação de 20 µL da cultura recuperada em placas contendo ágar MRS 
modificado com 0,5% de dextrose (Becton, Dickinson and Company Sparks, USA) 
(LIMA, et  al. 2007), de forma que em cada placa de cepa indicadoras houvessem três 
pontos de isolados e um ponto para controle positivo de Lb. sakei 2a, com incubação a 
25
o
C por 24 a 48 horas (MORAES et. al., 2010; ORTOLANI et. al., 2010).  
Após, cada placa recebeu uma sobrecamada de 8,0 mL dos inóculos com 3,0 x10
5 
UFC/mL das cepas indicadoras em caldos MRS, TSB, água peptonada ou BHI, de 
acordo com a cepa, e 75% de meio semi-sólido ágar bacteriológico (Dinâmica®, 
Indústria brasileira). Lb. sakei ATCC 15521 foi utilizada como controle positivo de 
sensibilidade às substâncias antagonistas produzidas por BALs. Em seguida, as placas 
foram incubadas a 35
o
C por 24 horas e avaliadas quanto à formação de halos de inibição 
ao redor das colônias de BALs semeadas. A presença de halos bem definidos (a partir 
1,0 mm) foi registrada como atividade antimicrobiana. Adotou-se para a seleção de 
identificação genotípica e avaliação do potencial tecnológico e probiótico dos isolados 
de BALs o seguinte critério: apenas os isolados que obtiveram atividade antagonista 
contra todas as cepas indicadoras foram submetidos às respectivas análises.  
2. 4. Identificação molecular 
Nesta etapa, optou-se por submeter à identificação molecular os isolados que 
apresentassem potencial antagonista frente a todos os microrganismos alvos testados. 
A Rep-PCR fingerprint foi realizado com primer (GTG)5 (5’-
GTGGTGGTGGTGGTG – 3’) (VERSALOVIC et. al., 1994; GEVERS et. al., 2001). 
As reações de PCR continham 12,5 μL Mix PCR MyTaq™ Polymerases & Mixes X2 
(Bioline reagents ltd, United Kingdom), 0,5 μL do primer na concentração de 50 pMol, 
1 μL da colônia diluída em 10 μL de água milli-Q® estéril completando o volume de 25 
μL conforme Müller, et. al. (2007) e Coelho (2013), com adaptações. A amplificação da 
reação foi realizada em termociclador nas seguintes condições: desnaturação inicial a 
95°C durante 30 seg, seguidos de 30 ciclos de 95°C durante 30 seg; 40°C durante 30 seg 
e 65°C durante 8 min, e extensão final a 65°C por 16 min (DAL BELLO et. al., 2012).  
Os produtos da Rep-PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1% 




Tris/Borato/EDTA, utilizando 1 Kb DNA como marcador de peso molecular e corados 
com GelRed (COELHO, 2013). Os perfis de Rep-PCR foram visualizados por meio do 
Software Image Lab™ 5.0, Bio-rad. os perfis foram analisadas pelo software 
BioNumerics 7.6. Os isolados foram agrupados para identificação de acordo com a 
similaridade entre os perfis. Assim, determinada a correlação de Pearson com 
otimização de 1,5%, o dendrograma foi obtido a partir dos perfis genéticos observados, 
com nível de similaridade (NS) de 79,9%.  
Baseado nos perfis gerados pela técnica de Rep-PCR, isolados representativos de 
cada grupo foram selecionados e revitalizados em 10 mL de caldo MRS em 35
o
C por 24 
horas para pesquisa do gene 16S rRNA,  por PCR utilizando os primers P027F e 
1492R; para iniciar a extração de DNA foi utilizado o Kit de extração de DNA Wizard® 
(Promega), conforme as recomendações do fabricante. As reações de PCR continham 
25 μL de GoTaq® Flexi DNA Polymerase, Mix 2x, 1 μL de cada primer 10 pMol, 5 μL 
de DNA e água livre de DNA até completar o volume final de 50 μL e processadas 
conforme  Leandro (2013).  
Os produtos de PCR foram enviados para o sequenciamento genético na empresa 
Myleus Biotecnologia, Belo Horizonte, estado de Minas Gerais. Ainda, as sequências de 
nucleotídeos obtidas foram comparadas na base de dados do National Center for 
Biotechnology Information (GenBank) e avaliadas quanto ao nível de similaridade 
dentro de uma mesma espécie através do software BioNumerics 7.6.  
2.5. Potencial tecnológico 
Nesta etapa foram submetidos aos testes para avaliação do potencial tecnológico, 
os isolados de BALs sequenciados. 
2.5.1. Capacidade de acidificação 
Os isolados foram revitalizados em caldo BHI com incubação overnight a 37°C. 
Para o teste de atividade acidificante, tubos contendo 10 mL de leite em pó desnatado 
reconstituído estéril (10% p/v) (Molico) foram inoculados (1% p/v) com isolados e 




0014P - KASVI). Os dados foram expressos com a média da duplicata da análise (DAL 
BELLO et. al., 2012; OLIVEIRA et. al., 2015). 
2.5.2. Atividade proteolítica extracelular 
Atividade proteolítica extracelular foi determinada segundo Franciosi et. al. 
(2009) e Dal Bello et. al. (2012) com adaptações, utilizando 20µL de cada cultura 
revitalizada foi inoculado sobre a superfície de ágar bacteriológico (Dinâmica®, 
Indústria brasileira) a 2%, constituído de 10% (p /v) de leite desnatado em pó e  em 
seguida foi incubado a 37°C durante 4 dias. A atividade proteolítica foi indicada por 
uma zona clara em torno das colônias. 
2.5.3. Formação exopolissacarídeos (EPS)  
As alíquotas de (1% p/v) de cada cultura com aproximadamente 3x10
5
 UFC/mL, 
revitalizadas, foram  inoculadas em 10 mL de leite em pó desnatado reconstituído (10% 
p/v) e incubadas a 37ºC por 24 h. A produção de EPS a partir de lactose foi determinada 
de forma qualitativa pela mensuração do grau de formação do fio ( DAL BELLO, et. 
al., 2012). 
2.5.4. Resistência a diferentes concentrações de Cloreto de Sódio (NaCl) 
Alíquotas de 100 µL das culturas foram inoculadas em 350 µL de caldo MRS 
previamente distribuído em placas de microtitulação com diferentes concentrações de 
NaCl: 0, 4, 6 e 10% (p/v). A capacidade das culturas para crescer em diferentes 
concentrações foi avaliada após 24 h a 37ºC por medição da densidade óptica (DO 640 
nm) usando EPOCH (BIOTEK). O potencial de multiplicação das culturas nas 
diferentes concentrações de NaCl foi avaliado pela diferença das DO registradas nas 
duas leituras (DAL BELLO et. al., 2012). 
2.5.5. Atividade autolítica 
A autólise das células foi medida como descrito por Mora et. al. (2003) e Dal 
Bello et. al. (2012) com adaptações. As culturas foram cultivadas em caldo MRS 
(Oxoid) durante 24 h a 37°C para atingir DO 640 nm de 0,8-1. As células foram lavadas 




resuspendidas na mesma solução tampão e incubadas a 37°C. O grau de autólise foi 
expresso pela porcentagem de decréscimo na DO 640 nm usando EPOCH (BIOTEK), 
após 24 h. 
2.5.6. Produção de diacetil 
A produção de diacetil foi determinada de acordo com Dal Bello et. al. (2012). 
Culturas revitalizadas (1% p / v) foram inoculadas em 10 mL de leite em pó 
reconstituído e incubadas a 37°C durante 24 h. Um mililitro de cada suspensão de 
células foi combinado com 0,5 mL de α-naftol (1% p/v) e KOH (16% p/v) (Sigma-
Aldrich, Irlanda) e incubou-se a 37°C durante 10 min. A produção de diacetil é indicada 
pela formação de um anel vermelho no topo dos tubos. 
2.6. Potencial probiótico 
Nesta etapa foram analisados os isolados de BALs submetidos ao sequenciamento 
genético. 
2.6.1. Desenvolvimento em diferentes valores  pH e concentrações de bile  
Foram inoculados 66 μL, da cultura obtida com caldo MRS, em microtubos 
contendo 1,0 mL de solução salina fosfatada (PBS), composta por NaCl, cloreto de 
potássio (KCl) (Dinâmica, Indústria brasileira), fosfato dissódico (Na2HPO4) (Emsure, 
Germany), fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) (Dinâmica, Indústria brasileira) e 
ácido clorídrico (HCl) (Titripur Merck), ajustadas para pH 1, pH 2, pH 3, pH 7, pH 8 e 
pH 12. Os inóculos foram submetidos à placas de microtitulação de 96 poços (Kasvi 12-
096). Cada poço foi preenchido com 160 μL desses inóculos acondicionadas em 
microtubos.  
Além disso, foram inoculados 66 μL da cultura obtida com caldo MRS, em 
microtubos contendo 1,0 mL do caldo MRS suplementado com sais biliares Oxbile 
(Sigma, Irlanda) a 0,2%; 0,3%; 0,5%; 1%; 1,5% e 2%. Os testes foram submetidos à 
microtitulação de fundo de placas estéreis de 96 poços (Kasvi 12-096). Cada poço foi 
preenchido com 160 μL dos inóculos e, por fim, todas as placas foram vedadas com 
filme de alta aderência (Parafilm) e submetidas à espectrofotometria no equipamento 




leitura de hora em hora, por 13 horas, a partir da primeira hora. Culturas cultivadas em 
caldo MRS foram utilizadas como controle negativo. Os experimentos foram realizados 
em duplicatas (TODOROV et. al., 2011). 
2.7. Análise dos dados 
Todos os resultados obtidos nessa pesquisa foram submetidos à análise estatística 
descritiva e não paramétrica. Para a plotagem dos gráficos foi utilizado o programa 
SigmaPlot v.10 (Systat Software Inc. Germany).        
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
Enumeração e caracterização morfológica de bactérias ácido láticas 
Os resultados obtidos demonstraram contagem média de 6,34 x 10
7
 UFC/mL para 
BALs nas amostras de leite de búfalas coletadas na propriedade/laticínio (n=12) e de 3,0 
x 10
5
 UFC/mL nas amostras de leite do fornecedor (n=12) sendo que a média geral das 
contagens foi de 4,67 x 10
6
 UFC/mL (n=24). Dos 154 isolados, observaram-se 102 
(66,2%) com morfologia de cocos, 49 (31,8%) de cocobacilos e três (1,9%) de bacilos. 
A microbiota autóctone do leite cru é considerada como o principal fator que pode 
interferir na contaminação, sobrevivência e multiplicação de patógenos podendo reduzir 
o número de ocorrências de enfermidades associadas ao consumo de alimentos. Os 
resultados obtidos nessa pesquisa indicam que as bactérias ácido láticas presentes em 
quantidade expressiva nas amostras de leite de búfalas, compõem essa microbiota e 
podem ter ação efetiva na inibição do desenvolvimento de microrganismos patogênicos.  
Hashmi e Saleem (2015) relataram contagem média de 7,4 x 10
5
 UFC/mL de 
BALs, ao analisarem 120 amostras de leite de búfalas cru, provenientes de 10 
propriedades familiares situadas em pequenas cidades da Índia. A predominância de 
BALs caracterizadas com morfologia de cocos, também tem sido observada por outros 
autores, com amostras de leite de búfalas e de outras espécies (FERREIRA, 2016; 





Dos 154 isolados, 148 (96,1%) apresentaram atividade antagonista frente a pelo 
menos um dos microrganismos alvos testados sendo que, 58 (37%) desenvolveram 





Tabela 1.  Frequências de atividade antagonista de 154 isolados de BALs provenientes 
de leite de búfalas, frente aos microrganismos patogênicos alvo. 
Microrganismos alvo isolados (n) frequência (%) 
S. aureus ATCC 25293 117 75,9 
L. monocytogenes  ATCC 49594 112 72,7 
L. monocytogenes ATCC 7644 108 70,1 
S. enteritidis ATCC 13076 103 68,6 
SA, LM1, LM2, SE 58 37,0 
Legenda: SA = S. aureus; LM1= L. monocytogenes ATCC 49594; LM2= L. monocytogenes ATCC7644; 
SE= S. enteritidis 
A atividade antagonista contra todos os patógenos demonstrada por 58 isolados de 
BALs deve ser considerada relevante apesar de, não ter sido objeto de estudo dessa 
pesquisa a natureza das substâncias responsáveis pela inibição dos microrganismos 
alvos testados. Pesquisas têm demonstrado que BALs isoladas de leite de diferentes 
espécies e de produtos lácteos estão associadas a atividades antimicrobianas frente a 
microrganismos patogênicos (PERIN et. al., 2017; PERIN & NERO, 2014; KOCH, 
2014; DAL BELLO et al., 2012). Deve-se destacar o isolamento de BALs do gênero 
Weissela que apresentaram antagonismo contra todas as cepas patogênicas testadas. 
Diversos estudos têm demonstrado o potencial antagonista de Weissella spp (AYENI et. 
al., 2011; NDAGANO et. al., 2011).  
Identificação molecular 
Para esta etapa optou-se por identificar os 58 (37%) isolados de BALs que 
desenvolveram antagonismo frente a todos os patógenos testados. Os perfis de bandas 
dos isolados foram analisadas pelo software BioNumerics 7.6, que  foram agrupados em  
padrões distintos considerando o nível de similaridade (NS)  de  79,9%  (Figura 1) e, 
após o sequenciamento com base na região conservada do  gene 16S rRNA dos 
isolados, representantes de cada grupo (n=28) foram identificados pelo software 
BioNumerics 7.6  e avaliados quanto ao NS dos grupos formados de uma mesma 





Figura 1.  Dendrograma após a  análise  de  impressões  Rep-PCR  de 58 isolados de bactérias ácido 





Figura 2.  Dendrograma de 28 isolados de bactérias ácido láticas provenientes de leite cru de búfalas 
após o sequenciamento genético do gene 16SrRNA para avaliar o nível de similaridade dos grupos 





A partir do sequenciamento genético foram identificados: 16 (57,1%) 
Enterococcus; quatro (14,2%) Lactobacillus rhamnosus); três (10,7%) Lactococcus 
lactis; dois (7,14%) Pediococcus acidilactici e três (10,7%)  Weissella (Tabela 2) . 
 
Tabela 2. Identificação de 28 isolados de bactérias ácido láticas provenientes de leite de 
búfalas e o nível de similaridade do grupo de cada espécie. 
Isolados de BALs n (%) 
Nível de similaridade 
(NS %) 
Enterococcus dispar 1 (3,57) - 
Enterococcus durans 10 (35,7) >99,8 
Enterococcus faecalis 5 (17,8) >99,6 
Lactobacillus rhamnosus 4 (14,2) >97,8 
Lactococcus lactis 3 (10,7) >99,8 
Pediococcus acidilactici 2 (7,14) <70 
Weissella thailandensis 2 (7,14) 100 
Weissella paramesenteroides 1 (3,57) - 
 
A diversidade da microbiota lática das amostras analisadas, identificou  
microrganismos de interesse para a indústria laticinista como L. lactis, Lb. rhamnosus, 
Weissella spp, P. acidilactici e Enterococcus spp, sendo o grupo dos Enterococcus o 
que se apresentou com maior frequência. As bactérias desse gênero apresentam 
facilidade em colonizar numerosos nichos ecológicos e constituem uma parte essencial 
da microbiota intestinal de animais e de humanos. Caracterizam-se como linhagens 
homofermentativas com o ácido lático como produto final de fermentação da glicose, 
sem produção de gás, o que diminui o pH e pode inibir microrganismos indesejáveis, 
sendo que algumas espécies deste grupo são capazes de sintetizar bacteriocinas e, por 
resistirem à variadas condições ambientais adversas, atualmente são desenvolvidos para 
utilização como probióticos (FOULQUIÉ MORENO et. al., 2006; GAMA, 2008; 
GALVEZ et. al., 2009). Entretanto, algumas cepas podem possuir fatores de virulência 




Segurança dos Alimentos como "aparentemente seguro" desde que seja identificada a 
sua avirulência (QPS, 207).   
Potencial Tecnológico 
Os resultados da avaliação do potencial tecnológico dos 28 isolados estão 





Tabela 3. Resultados da avaliação das características tecnológicas de 28 isolados de 

















0h 6h 24h 0% 4% 6% 10% 
E.díspar 121JL 6,9 6,67 5,26 (-) (-) (-) 30 +++ + +++ +++ 
E. durans 24JL 6,9 6,28 5,5 (-) (+) (-) 14 ++ +++ +++ +++ 
E. durans 25JL 6,9 6,55 5,4 (-) (-) (-) 0 ++ ++ ++ ++ 
E. durans 26JL 6,9 6,55 5,34 (-) (+) (-) 39 + + +++ ++ 
E. durans 27JL 6,9 6,20 5,27 (-) (-) (-) 14 ++ ++ ++ ++ 
E. durans 105JL 6,9 6,15 4,58 (-) (+) (-) 6 +++ +++ +++ +++ 
E. durans 111JL 6,9 6,25 4,67 (-) (-) (+) 22 +++ +++ +++ +++ 
E. durans 82JL 6,9 6,48 4,9 (-) (-) (+) 3 + + +++ +++ 
E. durans 68JL 6,9 6,33 4,62 (-) (-) (-) 81 + +++ +++ +++ 
E. durans 59JL 6,9 6,67 5,1 (-) (-) (-) 0 +++ +++ +++ +++ 
E. durans 103JL 6,9 6,18 5,06 (-) (+) (-) 92 +++ +++ +++ +++ 
E. faecalis 16JL 6,9 6,28 5,65 (-) (-) (+) 29 ++ +++ +++ +++ 
E. faecalis 46JL 6,9 6,7 4,58 (-) (+) (-) 5 + +++ + +++ 
E. faecalis 164JL 6,9 6,32 5,42 (-) (-) (+) 0 +++ + + + 
E. faecalis 113JL 6,9 6,54 5,69 (-) (-) (+) 21 +++ + +++ +++ 
E. faecalis 165JL 6,9 5,67 4,5 (-) (-) (-) 100 +++ + + + 
Lb.rhamnosus 28JL 6,9 6,85 5,1 (-) (+) (-) 83 +++ +++ +++ + 
Lb.rhamnosus 32JL 6,9 6,8 4,83 (-) (-) (-) 1 +++ +++ +++ +++ 
Lb.rhamnosus 51JL 6,9 6,72 4,6 (-) (+) (-) 2 +++ +++ +++ +++ 
Lb.rhamnosus 64JL 6,9 6,39 4,68 (-) (+) (-) 64 + +++ +++ +++ 
L.lactis 119JL 6,9 6,55 5,26 (-) (-) (+) 0 + + + + 
L.lactis 123JL 6,9 6,81 5 (-) (+) (+) 40 + + + + 
L.lactis 153JL 6,9 6,2 4,35 (-) (-) (-) 47 + + + + 
P.acidilactici55JL 6,9 6,77 5,2 (-) (-) (-) 6 +++ +++ +++ +++ 
P.acidilactici 84JL 6,9 5,69 4,48 (-) (-) (-) 22 ++ + + + 
1
Weissella 147JL 6,9 6,82 4,66 (-) (-) (+) 0 + + + + 
2
Weissella 136JL 6,9 6,8 4,66 (-) (-) (+) 0 +++ + + +++ 
2




Weissella thailandensis; * positivo (+), negativo (-) ** Determinação do 
percentual de autólise 100-A1/A2x100 (A1 = 0h e A2 = 24h). *** Método espectrofotômetro DO 650 ≤ 




Os resultados obtidos na avaliação da capacidade de acidificação demonstraram 
que após seis horas de incubação, os isolados 84JL (P. acidilactici) e 165JL (E. 
faecalis) produziram diminuição do pH para 5,69 e 5,67, respectivamente, e após 24 
horas para 4,48 e 4,5. Deve-se destacar ainda, que o ponto isoelétrico da caseína (pH 
4,6) somente foi atingido após 24 horas de incubação e por sete isolados (25%) que 
foram: E.durans (105JL); E. faecalis (46JL e 165JL); Lb. rhamnosus (51JL); L. lactis 
(153JL); P. acidilactici (84JL) e W.thailandensis (140JL). 
Nesta pesquisa, o abaixamento do valor de pH foi observado somente após 24 
horas. Diversos estudos corroboram com esses resultados, pois demonstraram 
também que a maioria dos isolados de laboratório são inicialmente lentos na produção 
de ácidos (FRANCIOSI et. al., 2009; MORANDI et. al., 2011; DAL BELLO et. al., 
2012, PICON et. al., 2015). 
Apenas sete isolados apresentaram capacidade de acidificação que resultasse 
em redução do pH  para menor ou igual a 4,6 no tempo de 24 horas. Esse valor de pH 
é de suma importância, por atingir o ponto isoelétrico da caseína, provocando a sua 
precipitação, que resulta no fenômeno da coagulação do leite, essencial para a 
produção de queijos e leites fermentados.  
A rápida queda do pH é muito importante durante a produção de queijos e 
fermentados, porque contribui com a textura da massa e desenvolvimento de sabor, 
além de controlar microrganismos indesejáveis e patogênicos (PERIN et. al., 2017). 
Além disso, pode contribuir não só para a conservação de propriedades 
organolépticas, mas também para estender a vida de prateleira de alimentos 
fermentados (BERESFORD et. al., 2001; SALVUCCI et. al., 2016).  
Porém, segundo Ribeiro et. al. (2013) microrganismos com baixa capacidade de 
acidificação podem ser usados como organismos auxiliares, dependendo de outras 
características.  Fernandes et. al. (2018) avaliaram a capacidade de acidificação dos seis 
isolados do gênero Pediococcus e também não observaram redução do pH nas seis 




Para atividade proteolítica, nove (32,1%) isolados apresentaram: E. durans (82JL 
e 111JL); E. faecalis (16JL e 113JL); L. lactis (119JL e 123JL); W. paramesenteroides 
(147JL) e  W. thailandensis (136JL e 140JL).  
A frequência de isolados de BALs  (32,1%) com atividade proteolítica observada 
nesta pesquisa pode ser considerada relevante, em especial pelo isolamento do gênero 
Weissella (W. paramesenteroides e W. thailandensis). Conforme Guedes Neto (2004) 
essa bactéria exerce papel importante em processos de maturação de queijos. Durante a 
maturação do queijo, vários compostos aromáticos são gerados devido à ação de 
enzimas proteolíticas do leite e de BALs adicionadas. Weissela  spp. Também tem sido 
isolada em produtos vegetais fermentados artesanais em países da África e da Ásia e é 
crescente o interesse no potencial tecnológico e probiótico dessa bactéria (OUOBA et. 
al., 2010; GALLE et. al., 2010; PATEL et. al., 2013; ONO et. al., 2014). 
A atividade proteolítica de BALs consiste na ação de proteinases a peptidases, que 
hidrolisam a caseína em pequenos peptídeos e aminoácidos, o que gera a maior parte 
dos precursores aromáticos e influência nas características organolépticas. Além disso, o 
sistema proteolítico de BALs pode contribuir para a liberação de peptídeos bioativos 
que podem melhorar a absorção no trato intestinal, ao funcionar como carreadores de 
minerais, especialmente, o cálcio (LEROY & DE VUYST, 2004; PERIN et. al., 2017). 
Quanto à produção de EPS nenhum dos isolados foi positivo para essa 
característica. Perin et. al. (2017) que testaram 56 isolados de  Enterococcus e 
Lactococcus de leite cru de cabras, quanto Fernandes et. al. (2018) que avaliaram seis 
isolados de Pediococcus pentosaceus em leite cru de ovelhas, também não observaram a 
produção de EPS nos seus estudos.  
A produção de polissacárideos extracelulares (EPS) é um importante recurso para 
culturas utilizadas na produção de lácteos, em especial de leites fermentados como 
coalhadas e iogurtes, pois desenvolvem características reológicas do produto, como o 
aumento da viscosidade e a ligação de água, resultando em coágulo com textura lisa e 
cremosa, além de conferir efeitos benéficos para a saúde (FRANCIOSI et. al., 2009; 
PERIN et. al., 2017). A produção de EPS por BALs também está relacionada com 




Com relação à capacidade de desenvolvimento em diferentes concentrações de 
cloreto de sódio (4%, 6% e 10%), observou-se que 17 (60,7%) isolados foram capazes 
de se desenvolver ou de apresentar tolerância a todas as concentrações testadas: E. 
durans (24JL, 59JL, 103JL, 105JL, 111JL); Lb. rhamnosus  (32JL, 51JL e 54JL); P. 
acidilactici (55JL).  
A capacidade de desenvolvimento ou de apresentar tolerância a todas as 
concentrações de cloreto de sódio testadas de 60,7% dos isolados, em especial E. 
durans, Lb. Rhamnosus  e P. acidilactici representa um achado interessante, 
especialmente na produção de determinados tipos de queijos e de outros alimentos que 
contenham elevadas concentrações de sal. Além disso, o crescimento em meios com 
alto teor de sal é desejável para culturas iniciadoras, uma vez que o cloreto de sódio é 
um dos aditivos mais importantes para a conservação de alimentos (SALVUCCI et. al., 
2016; FERNANDES et. al., 2018).  
De acordo com Facklam et al. (2002) Enterococcus se desenvolvem bem em 
meios contendo cloreto de sódio 6,5%. Em nossa pesquisa, todos os isolados de 
Enterococcus apresentaram tolerância a concentrações de até 10%.   
O percentual da capacidade de realizar autólise dos isolados de BALs em 24h 
variou 0 a 100%, sendo que quatro isolados (14,2%.) apresentaram essa capacidade 
maior do que 80%, que foram: E. durans (68JL e 103JL), E. faecalis (165JL) e Lb. 
rhamnosus (28JL).  
A frequência de BALs que apresentaram capacidade de autólise foi 
significativa com destaque para isolados de E. durans, E. faecalis e Lb. rhamnosus. 
Embora a autólise de culturas iniciadoras seja benéfica, se for muito rápida, podem 
ocorrer consequências indesejáveis, tais como a produção de ácidos e remoção 
insuficiente de lactose residual. Na prática, um equilíbrio na autólise é necessário para 
a maturação ideal de determinados queijos e para o desenvolvimento do sabor. Além 
disso, isolados com baixa atividade autolítica podem ser desejáveis, pois se 
produzirem bacteriocinas ou outra atividade antagonista podem sobreviver por mais 
tempo no produto e continuar a produzir tais atividades (PERIN et. al., 2017; 




A autólise de BALs favorece o acesso das peptidases intracelulares aos seus 
substratos, mas também acelera a maturação dos queijos. Os peptídeos e aminoácidos 
gerados também contribuem para sabor específico de queijos. As células bacterianas 
intactas são necessárias para as atividades fisiológicas, tais como fermentação e 
remoção de oxigênio de lactose, e por uma série de reações de sabor. Entretanto, a 
principal consequência da autólise no queijo é acelerar as reações peptidolíticas 
(PIRAINO et. al., 2008).  
Perin et. al. (2017) que avaliaram a capacidade de autólise de 24h, também para 
E. durans (n=17) e E. faecalis (n=8) encontraram valores máximos de 72,67% e 97%, 
respectivamente. Portanto, valores semelhantes aos encontrados neste trabalho para 
estes microrganismos.  
Por outro lado, nove (32,1%) isolados apresentaram a habilidade em produzir 
diacetil: E. durans (24JL, 26JL, 103JL, 105JL); E. faecalis (46JL); Lb. rhamnosus 
(28JL, 51JL, 64JL) e L. lactis (123JL).  A produção de diacetil por Enterococcus tem 
sido relatada em diversas pesquisas, como o estudo de Perin et. al. (2017), que 
observaram que a maioria dos isolados de Enterococcus provenientes de leite cru de 
cabras foi capaz de produzir diacetil. Ribeiro et. al. (2013), também avaliaram o grupo 
dos Enterococos e observaram que níveis médios de produção de diacetil foram 
produzidos por quatro isolados de Enterococcus e apenas um isolado de Enterococcus 
apresentou resultados negativos.  
A produção de diacetil por isolados de Lb. rhamnosus e Lactococcus lactis 
também foi relatada por outros autores (JYOT et. al.,2004; DAL BELLO et. al.,2012). 
O diacetil é um composto volátil e aromatizado gerado como um produto final da 
conversão de citrato em piruvato, o que contribui para o desenvolvimento e equilíbrio 
de sabores e odores desejáveis em diversos produtos lácteos. A produção de diacetil é 
considerada cultura-dependente porque nem todas BALs têm capacidade de metabolizar 
o citrato, portanto esse comportamento pode diferir entre as espécies e as culturas 





Na avaliação de capacidade de desenvolvimento em diferentes valores de pH, 
observou-se que 14 (50%) dos isolados apresentaram viabilidade em pH ácido (de 1 a 3) 
durante todo o período de avaliação (de uma a 13 horas): E. durans (26JL, 68JL, 103JL, 
105JL, 111JL, 164JL ); E. faecalis (113JL, 165JL); L. lactis (153JL, 119JL, 123JL); P. 
acidilactici (84JL) e W. thailandensis (136JL e 140JL) (anexo, Quadro 2).  
Em valores de pH alcalinos (7, 8 e 12) observou-se que 12 (42,85%) isolados 
apresentaram-se viáveis durante todo o período de avaliação: E. durans (25JL, 103JL, 
105JL, 111JL); E. faecalis (113JL, 164JL, 165JL); L. lactis ( 119JL, 123JL, 153JL); P. 
acidilactici (84JL) e W.thailandensis (140JL, 136JL).  
 Deve-se destacar que 11 (39,28%) isolados de BALs apresentaram capacidade de 
se desenvolver em todos os valores de pH testados e em todos os períodos, que foram  
E. durans (103JL e 111JL); E. faecalis (113JL, 164JL, 165JL); L. lactis ( 119JL, 123JL, 
153JL); P. acidilactici (84JL) e W.thailandensis (140JL, 136JL), sendo que destes os 
que apresentaram desenvolvimentos mais expressivos foram os isolados 103JL (E. 







Figura 3. Desenvolvimento dos isolados E. durans (103JL), L. lactis (119JL) e P. acidilactici (84JL) em 
caldo MRS, em diferentes valores de pH, por 13 horas; cada resultado representa uma média de duas 





Com relação ao desenvolvimento na presença de bile, todos os isolados de BALs 
(n=28) foram capazes se desenvolver em pelo menos duas das concentrações testadas. Na 
concentração de 0,2% todos se desenvolveram, mas não em todos os períodos avaliados. 
Observou-se desenvolvimento de: 17 (60,71%) isolados BALs na concentração de 0,3% de 
bile; 14 (50%) na concentração de 0,5%; 16 (57,14%) em bile a 1,0%; 20 (71,42%) na 
concentração de 1,5%; e 17 (60,71%) em concentração de 2,0% de sais biliares em todos 
os tempos avaliados. Nessa última concentração, os isolados E. dispar  (121JL); E. durans  
(68JL, 103JL, 105JL, 111JL); E. faecalis  (113JL e 165JL); L. lactis (119JL); P. 
acidilactici (84JL) e W. paramesenteroides (147JL) foram os que apresentaram 
desenvolvimento mais expressivo (anexo, Quadro 3). 
Os isolados 121JL (E. dispar); 105JL e 111JL de (E. durans); 46JL e 113JL (E. 
faecalis) e 84JL (P. acidilactici) foram capazes de se desenvolver em todas as 
concentrações a partir de 0,3% de sais biliares, porém apenas os isolados 105JL, 46JL e 
84JL  apresentaram crescimento em todas as concentrações e tempos testados (Figura 4). 










Figura 4. Comparação do desenvolvimento dos isolados  E durans (105JL),  E. faecalis (46JL) e P. 
acidilactici (84JL) em caldo MRS em diferentes concentrações de bile. Cada resultado representa uma 




A capacidade de sobreviver através do trato gastrointestinal e persistir 
temporariamente no ambiente intestinal do hospedeiro são as principais características 
funcionais de uma cultura probiótica (SANTOS et al., 2014). Assim, devido às condições 
do estômago, onde o valor de pH é cerca de 2,0 torna-se essencial selecionar probióticos 
com alta tolerância a condições ácidas (BAUTISTA-GALLEGO et. al., 2013; PATEL et. 
al., 2014).  
Da mesma forma, os sais biliares secretados para o intestino delgado também 
representam um desafio para a sobrevivência bacteriana, assim, é importante selecionar 
isolados probióticos com resistência a altas concentrações de bile porque elas poderiam 
desenvolver-se melhor no intestino delgado (TODOROV et. al., 2011; BAUTISTA-
GALLEGO et. al., 2013). Ren et. al., (2014) e Almeida Júnior (2015) ressaltam que 
resistência a ácidos e tolerância a sais biliares são considerados os critérios básicos para a 
triagem de potenciais estirpes com finalidades probióticas.  
A frequência de BALs que se mantiveram em crescimento quando submetidas a todos 
os valores de pH ácidos e alcalinos e às diferentes concentrações de sais biliares, estimula o 
desenvolvimento de estudos mais aprofundados com esses isolados, em especial os dos 
gêneros Pediococcus e Weissella que têm despertado bastante interesse em pesquisas 
recentes (FERREIRA, 2016; FERNANDES et. al, 2018).  
5. CONCLUSÃO 
 Os resultados obtidos nesta pesquisa permitiram concluir que a microbiota lática 
presente no leite de búfalas da região do Centro-Oeste apresenta importante diversidade e 
potencial tecnológico, que podem contribuir para o desenvolvimento de produtos que 
agreguem mais valor a esse leite e à produção de derivados.  
6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Esse trabalho, além de contribuir com os dados gerados sobre a microbiota lática do 
leite produzido na região, consolida a área de estudo do grupo de pesquisadores envolvido e 
amplia as perspectivas para outras pesquisas, nas quais se pretende aprofundar o 
conhecimento sobre a ação antagonista desses isolados e sobre seu potencial probiótico, 
para garantir que apresentem condições seguras de uso como bioconservantes, inibidores de 
microrganismos patógenos de origem alimentar, agregadores de características 
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Quadro 2. Desenvolvimento dos 28 isolados de BALs nas concentrações de pH 1, 2, 3, 7, 8 e 12 
ordenados na tabela conforme agrupamento por similaridade: 
 
pH 1 pH 2 pH 3 pH 7 pH 8 pH 12 
1h 6h 13h 1h 6h 13h 1h 6h 13h 1h 6h 13h 1h 6h 13h 1h 6h 13h 
27JL
 
0 0 0 0 0 0 0,1 0,1 0,2 0 0,1 0 0 0 -0,1 -0,1 -0,1 0 
28JL
 
0 0 0 0 0 0 0,1 0,2 0,2 0 -0,1 -0,2 0,1 -0,1 -0,1 0,1 0,1 0,2 
32JL 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 -0,2 -0,1 0,1 -0,2 -0,1 0 0,1 0 
51JL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -0,2 -0,2 0 -0,2 -0,1 0 0 0 
64JL 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 -0,2 -0,2 0 -0,2 -0,2 0 0,1 0 
55JL
 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -0,2 -0,2 0 -0,2 -0,1 0 0 0 
24JL
 
0,1 0,1 0 0 0 0 0,1 0,2 0,2 0,1 -0,1 -0,2 0,1 0 -0,1 0,1 0,2 0,3 
25JL 0 0 0 0 0 0 0,1 0,5 0,6 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,4 
26JL 0,1 0,1 0,1 0,1 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 -0,2 -0,2 0,1 -0,2 -0,1 0,1 0 0 
59JL 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2 0 -0,2 -0,1 0 -0,2 -0,1 0 0 0,1 
68JL 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 -0,1 -0,2 0,1 -0,1 -0,2 0,1 0,2 0,1 
82JL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -0,2 -0,2 0 -0,2 -0,2 0 0 0 
103JL 0,1 0,4 0,4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,4 0,1 0,3 0,6 
105JL 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0 -0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,5 





0,1 0,1 0,1 0 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 -0,1 -0,2 0,1 0 -0,1 0,1 0,2 0,2 
16JL
 
0 0 0 0 0 0 0 0,1 0 0 -0,2 -0,2 0 -0,2 -0,1 0 0 0,1 
46JL 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0 0 -0,2 -0,1 0 -0,2 -0,1 0 0 0 
113JL 0,1 0,1 0,1 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 -0,1 0,2 0,3 0,3 0,1 0,5 0,5 
164JL 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0 -0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,6 0,6 
165JL 0,1 0 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,1 0,3 0,3 0,1 0,2 0,2 0,1 0,7 0,9 
136JL
 
0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,4 0,5 0,1 0,5 0,5 
140JL 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,2 0,4 0,4 0,1 0,4 0,3 
147JL
 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -0,1 -0,2 0 -0,1 0 0 0 0 
153JL 0,1 0,3 0,5 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 -0,1 0,2 0,5 0,5 0,2 0,7 0,8 
119JL 0,1 0,4 0,6 0,1 0,4 0,6 0,1 0,6 0,7 0,2 0,3 0,4 0,2 0,4 0,6 0,2 0,6 0,7 
123JL 
0,1 0,1 0,1 0 0,1 0,1 0,2 0,6 0,6 0,3 0,7 0,5 0,1 0,5 0,5 0,2 0,8 0,9 
84JL
 










Quadro 3. Desenvolvimento dos 28 isolados de BALs nas concentrações de bile 0.2, 0.3, 0.5, 
1, 1.5 e 2% ordenados na tabela conforme agrupamento por similaridade: 
 
Bile 0.2% Bile 0.3% Bile 0.5% Bile 1% Bile 1.5% Bile 2% 
 1h 6h 13h 1h 6h 13h 1h 6h 13h 1h 6h 13h 1h 6h 13h 1h 6h 13h 
27JL 0 0 0 -0,1 -0,1 -0,1 -0,2 -0,2 -0,2 -0,2 -0,2 -0,2 0 -0,1 -0,1 0 0 -0,2 
28JL 0,1 0,5 0,4 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0 0,2 0 0 0,4 0,3 0,3 
32JL 0 0,3 0,3 0,1 0 0,2 -0,1 -0,1 -0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3 
51JL 0,1 0,6 0,5 0,2 0,3 0,4 0 0 0 -0,1 -0,1 -0,1 0,1 0,1 0,1 -0,1 0,2 0,2 
64JL 0,2 0,5 0,3 0,1 0,2 0,2 -0,1 -0,1 -0,1 -0,1 -0,1 -0,1 0 0 0 -0,3 -0,2 -0,2 
55JL 0,1 0,3 0,1 0,2 0,1 0,2 -0,1 -0,1 -0,1 -0,2 -0,2 -0,2 0,1 0,1 0,1 -0,1 0,2 0,2 
24JL 0,3 0,6 0,5 0,3 0,4 0,2 0 0 0,1 -0,1 -0,1 -0,1 0,1 0,1 0,1 0,4 0,3 0,3 
25JL 0,4 0,6 0,4 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 -0,1 -0,1 -0,3 0,2 0,1 0,2 0,3 0,2 0,2 
26JL 0,1 0,4 0,3 0,1 0 0,1 0 0,2 0,1 0 0 0 0 0 0 0,3 0,3 0,3 
59JL 0,1 0,4 0,3 0,2 0,2 0,3 -0,4 -0,4 -0,4 -0,1 -0,1 -0,1 0,1 0 0 0,1 0 0 
68JL 0,2 0,3 0,2 0,2 0 0 0 -0,1 -0,1 0 0 0 0,1 0 -0,1 0,4 0,7 0,9 
82JL 0,3 0,4 0,4 0,2 0,1 0,2 0 0 0 -0,1 -0,1 -0,1 0,2 0 0,2 -0,1 -0,3 -0,3 
103JL 0,2 0,4 0,3 0,1 0,1 0,2 0 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,7 0,9 
105JL 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,1 0,1 0,3 0,6 0,7 
 xviii 
 
111JL 0,1 0,1 -0,2 0,1 0,3 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,7 0,9 1 
121JL 0,1 0,2 -0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3 0,3 0,5 0,6 0,7 
16JL 0,3 0,6 0,5 0,2 0,2 0 0,2 0,2 0,5 0 0 -0,1 0,2 0,1 0 0,4 0,3 0,3 
46JL 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,3 0,2 
113JL 0 0,1 -0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,6 0,8 
164JL 0 0,2 0,1 0 -0,1 0 0 0 0 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2 0,1 -0,1 0 0 
165JL -0,1 0,2 0,1 0,1 -0,2 -0,2 0,1 0,1 0,1 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4 0,5 
136JL -0,1 0,1 0,1 0 -0,1 -0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 -0,1 0 0 
140JL -0,1 0,1 -0,1 -0,1 -0,1 -0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 -0,1 0,1 0,1 
147JL 0 0,1 -0,2 0,1 0,1 0 -0,1 -0,1 -0,1 0,3 0,3 0,3 0,2 0,2 0,2 0,4 0,7 0,8 
153JL 0 0,1 -0,1 -0,1 -0,2 -0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 -0,1 0 0 
119JL 0,1 0,2 -0,1 0,2 0 -0,1 0,1 0,1 0 0,3 0,3 0,3 0,4 0,3 0,2 0,6 0,8 0,9 
123JL 0 0,1 -0,1 0 -0,1 -0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 -0,1 -0,1 
84JL 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1 0,5 0,6 0,5 
 
 
